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Aplikuje-1i se vodny roztok komer¥nfiho
nebo surového ingulinu o pH 6 a% 10 na
sloupec aniontoménile a poté se sloupec .
eluuje ve frakcich s vodou misitelnym ali~
fatickym Cy-Ca-alkanolem a jimaji-1i se
frakce vykezuiici esencidlné Redinou sloi-
ku (pfi analyze pomoci DISC PAGE), ziskd
se inzulin prosty pankreatickych bilkovin
o molekulové hmotnosti vy33{i, ne%i je mole-
kulovéd hmotnost inzulinu, & prosty anti-
gennich ne¥istot podobnych inzulinu o p¥i-
bliZn§ téfe molekulové hmotnosti Jakou mé
inzulin. Uvedeny s vodou npfsitelny alkanol
obsahuje vodu v mnoZstvi 20 a% 70 % obJe-
mov¥ch a mé pH 6 aZ 10.

225134



225134 2

Vyndlez se tjké zpisobu ¥i¥tdn{ komerZniho nebo surového inzulinu pro jeho zbaveni
pankreatickych bilkovin o molekulové hmotnosti vy33i neZ Je molekulovéd hmotnost ingzulinu,
toti% nad 6 000, i antigennich inzulinu podobnych ne¥istot o pfibli!ns'tdio molekulové
hmotnosti jeko mé inzulin, splikacf k ZiXt¥ni urZeného inzulinu na sloupce méni¥e aniontd.

Britsky patentni spis &. 1 285 023 popisuje injek¥ni ingulinovy pf!pravek 8 obsahem
inzulfnu zi{skeného ze slinivek b¥isnich, rozpustdného nebo suspendovaného ve vodném in-
jekénim médiu, prilem? inzulin Jje prost bilkovin penkreatického pivodu o molekulové hmot-
noati nad 6 000 a vykezuje v podstatd Jedinou slofku pi#i sneljze jeho roztoku polyakryl-
amidovou gelovou elektroforézou (tzv. metoda Disc Pege).

Jako vjchoziho materidlu pfi ¥i¥t¥ni inzulinu se obvykle pouZivé komer¥niho inzulinu,
tj. emorfniho inzulinu nebo krystalického inzulinu, ktery miZe byt ndkolikrdt prekrystalo-
vén. Lze viiak rovnd% pouiivat surového inzulfinu, nap¥iklad koléZe,sold, obsahujfciho inzu-
1in, jen# vzniké p¥i izolaci inzulinu z penkreatickych Zléz a obvykle obsahuje 10 aZ 31 %
hmotnostnich inzulfnu, aviak pro vysoky obsah nedistot Jje tento materidl ménd vhodny pro
zpliaob .¥43tni podle vynélezu. Lep3i vychozi materidl lze 2{skat zpracovénim roztoku kolé-
te soli isoelektrickym sréZenim nastevenim hodnoty pH roztoku ne 5,5 a izolaci sraleniny
odstieddnim.

Pivodnd panoval obecny nézor, e vhodn¥ pPekrystalovany inzulin ve form§ romboedrid
s ostrymi hrenemi, spojenych s rovnymi krystalovymi plochemi, piedstavhje ¥istou bilkovinu,
inzulin, jeho# konfigursce byla urfena Sengerem se sp., viz napf{klaed Biochemical Journal 60
(1955), 556, Pozd¥ji viek bylo nalezeno, %e tomu tak nenf. Videckd analytickd zkoumdni ukd-
zala, %e zmin¥ny krystalicky inzulin obsshuje bilkoviny pankreatického pivodu s molekuldrni
hmotnosti vyS838f ne% mé ¥isty inzulin a krom& toho 1d4tky podobné inzulinu pribliZnd stejné
molekulové hmotnosti jakou mé &isty inzulin (asi 6 000).

Bylo dokézéno, fe krystalicky inzulin rozpustdny v 1 M kyselin¥ octové lze frakciono-
vat ve slozky (a), (b) a pop¥ipad¥ (c), gelovou filtraci na kolon¥ Sephadexu G-50 ("Sepha~
dex" Jje chrén¥né zndmka), coZ Je dextren zesit¥ny epichlorhydrinem s limitem penetrace
asi 10 000 (miniméinf molekulové hmotnost vyludované 14tky), ktery Je ve form$é zrn (primdr
20 a 80 mikrond). Tyto tii slofky lze izolovat obvyklymi zpisoby 2z jejich roztokl, napii-
kKled vysolenim, sréfenim zinenatou solf p#i neutrélni reskci, lyofilizaci epod. Ob¥ sloZky
{(a) a {b) obsshujl bilkoviny penkrestického pivodu s molekulérni hmotnosti vy&8L{ nei 6 000,
zatimco sloZka (c) obsahuje ¥isty inzulin kontdninoveny. bllkovinami podobnymi inzulinu,
pribliZnd stejné molekuldrni hmotnosti jakou mé Eisty inszulin.

MnoZstvi sloZky (a) miZe tvorit 2 a% 5 % hmotnostnich krystalovaného inzulinu a ménd
ne: 1 % hmotnostni piekrysteloveného inzulinu. MnoZstvi sloZky (b) mife ¥init v obou pi{-
padech 4 af 8 % hmotnostnich a mno#stvi bflkovin podobnfch inzulinu ve slofce (¢) miZe
¢init 5 aZ 13 % hmotnostnich ve slo¥ce (c).

Imunologické pokusy provedend na zvifatech, kterd tvorily zdklad tohoto vyndlezu pro-
kézaly, Ze vySe uvedené alofky (a) a (b) a do ur¥ité miry bilkoviny podobné inzulinu p¥{-
tomné ve sloZce (c) jsou v podstatd odpovidné za antigenni vlastnostl dosud gnémfch insu-
linovych prepardti. :

UZelem vyndlezu Je odstranit jednoduchym a Udinnym zpdsobem nedistoty obsafené nejenom
v surovém inzulfnu, ale zejména v komer¥nim inzulinu tak, !o‘éiltiny inzulin nevykazuje
#ddnou nebo podstatnd snifenou antigenicitu, protoZe neobsshuje ani vysokomolekuldrni bil-
koviny a eni entigenni 1étky podobné inzulinu. -

Podstata vynélezu zpisobu ¥i3t¥ni komerZnfho nebo surového ingulinu pro jeho sbaveni
pankreatickjch bilkovin o molekulové hmotnosti ned 6 000 s podobnfch nelistot pomoci sloup-
cové chromatograefie spolivé v tom, Ze Jako vodného roztoku inzulinu, ktery mé byt &idtdn,
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se poufivd roztoku o hodnotd pH v rozsahu 6 a¥ §0, ze sloupce se fralce wvymyve:l alifatic-
kym alkenolem (o 1 a% 3 uhlikovych atomech v molekula) misitelnym & vodou, kisr¥ obsshuse
vodu v mnoZstvi 20 a% 70°% objemovych, vyhodn¥ 30 a% 50 % objemovych a ktery wd hodnoiu

. pH v rozsahu 6 a% 10, vjhodné 6,5 aX 8,5, jimd se nebo Jimajl me frakce eludin vykazujict
pfi enalyze pomoci elektroforézy na polyakrylemidovém gelu (DISC PAGE) esencidlug Jedinou
sloZku, a inzulin tekto vyZistdny se izoluje ze zji{mané frakce nebo ze zjfmanjch frakci.
Je vyhodné jeko ménile aniontd pouZfvet silné bazického mdnide aniontd

Pro anelytické d¥ely byla 3i¥ pou¥ite diskoviinuvding elekiroforéza ne polyeitrylamido-~
vém gelu, rovndZ v souvislosti & krystalickym imsuifuem. Tsto apeclfickd gelovd elekirofae
v8za byla vyvinuta B. J. Davisem a L. Crumatelinem a jo popefne v dame Mo Yo Acad. Sod, BRY
stre 321 82 349 2 404 ¥ 427 (1964}, ¥ tomte pripedé se ve spodnim gelu poudivé 7,5% polye
akrylamidu, ktery obaabhnje 8 M mo¥ovimm & ad hodnotu ol 8.7, satineo vrohnd gel & nee
né¥eny roztok inmzulinu, shashujled sul 0,1 mg inguldre; obashndl rowmid & ¥ modovimn.

s

X

Je nejenor piekvepujies, #e &odlevvynélezu‘ize ad¥irenovat vysckomolekulérni wilkovi~
ny, Je vBak rovndi prekvepujief, %e dlskomtiwud
gelu lze pouZivel Jeks kritéria nepf{tomnosti téchic biilk via, nevol da zndrwe, #s poukitg
tohoto smaelytického zphsobu v souvislostl s komerZnim i Rinery uds
obsahujlel vysokomolekuldrnf bilkovinu, dimer, viz napikiad &lének $iciners o apol,

v Diebetes, 17, str. V28, sloupec vpravo.
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Déle nemohlo byt odekévéno, Ze pou%itd eludni Eimiite by mohlo byt soib
takovy monomerizadni efekt u p¥itomnych bilkovin, aby byis woind separace Léte
inzulinu.

M&nile anionth, kterd by mdly bft s wibodow silng bazickéhs typu, poulifvand pPi zpi-
sobu podle vyndlezu, Jsou znémé, Priklsdy slabs bazickych m¥nidd seispid Jsou Bio-Gel Iag,
vyréb&ny na bézi polyakrylemidd, DEAE-Sephadex, vyrdbdny ze si{ovanych dextran) a DEAE-
~celuldza, vyrdbind z celuldsy. Pr{klady silnd beslekyeh minisd enmlonts Jdsou Dowery
("Dowex™ je chréndné zndmka), vyrdbd&né polystyrséal a QAE-~Sephadex, 4b3ng z¢ zesifo~
vanych dextrand,

PFikledy vodu obsshujicfch & vodou misitelnych organlckych eludnich rozpoultédel Juou
tetrametylmodovine, dimetylformemid, dioxen, s vodou mfsitalnd katony, *{klad aceton,
a alkenoly, nap¥iklad metanol, etanol a propenoly. Alkancly pedstavuii vy%@dﬂé organi.chd
elu¥ni rozpou$tédla pro pouZitf p¥i zplsobu pedle vyndlezu a2 poudivajs @ vikodou vz Fore
n&, kterd obsashuje od 30 do 50 % obJemovich Gy .

Eludnd &inidlo obsahuje vidy pufradn{ l&tku pro kontrolu hodnoty pH elulniho Aintdls,
Je vyhodné provéddt zpisob podle vynélezu p¥i stdld hodnotd pH. Hodnota pi elutndhe Einte
dla by m&le byt udrfovéna v rozmezi od 6,5 do 8,5, mi¥feno sklendnou @lekrodou, asgtavencu
obvyklynm zpisobem na standsrdni pufr. )

Vhodné pufry lze nalézt v dostupné Literatuie.

Zésadn{ vszvam md konstentnf teplota b&hem vvmény ienti. Tepiotu ize wsllit v roz
od ~10 %C do 40 © ¢, 8 vihodow od 6 °C a? do 30 °¢, 5i§1ény ingalin g Jfwe i Praked
izolovat obvykiym zplsobem, nepfiklad odpadenim, vysolznin nebo srdkenim
krystelické forud v pfftomnusti iontd zinku.,

FEL dzolsel inzulinma Je zndmo podrebit kyseld nebo neutralizovand alloholinké extrak-
ty % paakresty sloupcové chromatografie ns ménili kationtd, nap%iklad na kavberymetyleelu-
1oze (francoussky patentnd spis &o 1 499 126), sultonovanfch pryskyficfch syatetizovenyeh
% kepolymeru styrenu a divinylbenzenu (britsky petenind sple & 1 054 523) nebo ne ménidd
aniontd, napiiklad na dietylamincetylceluldze (britsky patentni apis &, 931 954). AvSak
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inzulin ziskany t&mito zpisoby obsahuje nedistoty stejn¥ jako krystalicky inzulfin ziskany
obvyklymi izolae¥nimi zplsoby v&etnd opakovaného sréieni surovych roztokd inzulinu vysolo-
vénim chloridem sodnym,

Z britského patentniho spisu &. 881 855 je rovn&% zndmé sloupcovd chromatoé;afie ne=
specifikovaného zink-inzulinu na m#ni¥i kationtd "Dowex 50-XI" (sulfonovany styren-diviny-
lovy kopolymer v zrn¥né formé) za pouZiti vodného etanolu Jjako elu¥nfho ¥inidla, avsak
i kdy%Z se jako vychozfho materiélu pouZije pFekrystaloveného inzulinu, izolovany inzulin
obsshuje v&tsSinou tyté% ne¥istoty jako vychozi materidl, protofe se jimajf viechny frakce
obsshujfei inzulin a nikoliv specifické frakce obsshujfel inzulin, které vykazujl jedinou
sloZku pomoci metody DISC PAGE.

Z britského patentniho spisu &, 913 042 Je ddle znémo EiSt&n{ krystalického inzulinu
ve sm¥si s amorfnimi nebo cizimi mikrokrystalickymi materidly promyvénim nelistého krysta-
lizétu vodnym roztokem, JjehoZ hodnota pH je udrZovéna od 3,8 do 4,3 pomoci slabé kyseliny
nebo sm@si pufrd. Tento stupen ¥i3téni v3ak neodstranuje tekové ne¥istoty jeko proinzulin,
dimer nebo jeho intermedidt.

Konedn& z britského patentového spisu ¥. 871 541 Je znémé sloupcové chromatografie
Sestkrdt krystaloveného inzulfnu a inzulinu ¥i¥t&ného jek je popséno Lensem [Biochem. et
Biophys. Acta (1948) 2, 76] na styren-divinylbenzenovém kopolymerovém m&ni¥i kationtd na
neteénédm zredovadle s velkym povrchem, av3ak inzulin obsahuje po této chromatografii Je&td
nefistoty, napfikled proinzulin, dimer a intermedidt spolu s arginin-inzulinem a monodesw
eminoinzulinem, protoZfe p¥*{tomnost t&chto nedistot nezabraﬁuje tomu, aby chromatogram ne-~
vzbuzoval dojem, Ze materidl eluoveny z kolony Jje v podstats homogenni. ’

Vynélez je ilustrovén ndsledujicimi p¥ikladys

Pr{klady provedeni
Prifklad 1
Pripravi se pufr tohoto sloZeni:

0,1 M roztok chloridu amonného
0,02 M roztok amonieku
60% etanol (obj./obj.)

" Hodnota pH je 8,3 pri 25 °C,

15 g ménide aniontd Dowex 1 x 2 (oka: 50/100) se nechd nabobtnat v pufru a nejjemn¥j-
81 Zéstice se odstrani dekantmcf, Materidlu se pou?ije k nepln&ni kolony o prim¥ru 1,6 cm
a vySce 25 cm. Kolona se ekvilibruje pufrem., Dowex | x 2 Je kopolymer styrenu s 2 % divi-
. nylbenzenu, jenZ obsahuje Jjako funk¥ni skupiny benzyltrimetylamoniové skupiny & je v zrn¥né
formé.

500 mg inzulinu, Jednou krystalovaného z citrdtového pufru, se rozpusti ve smdsi 20 mg
dvojsodnéd soli kyseliny etylendiemintetraoctové, 5 ml pufru, 5 ml 60% (obj./obj.) etanolu
a 0,04 ml 15,3 M roztoku emoniaku (kone¥nd hodnota pH 8,5). Nerozpustny materidl se odstra-
ni odstfeddnim a &iry roztok se nanese na kolonu. Vymyvéni se prov4di pufrem.p%i teplotd
25 °C a rychlostf 7,5 ml/h. Jima3jl se frakce po 5 ml.

M3¥{ se hodnoty extinkce p¥i 276 nm & vynd¥ej{ se proti &fslim frakecf. Frakce odpovi-
dajici st¥ednf hlavni ¥dsti inzulfnového mexima (nejvét¥f maximum), kterd elektroforézou
na polyakrylamidovém gelu (tzv. DISC PAGE) vykdzala esencidln¥ jedinou komponentu, se smisi
a inzulin se srdi{ piidénim 100 ml vody, 1,3 ml ' N roztoku kyseliny chlorovodfkové a 2 ml
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1 N roztoku octanu zine&natého na 100 ml spojenych frakci. SraZenina se izoluje odstiedd-
nim a krystaluje zndmym zplsobem ze sm¥si aceton-citrétovy pufr. Vyt¥iek Zi¥t¥ného inzuli-
nu Jje 200 mg. '

PPr{klad 2 -
P¥ipravi se pufr tohoto sloZeni:

25,0 g tris(hydroxymetyl)eminometanu
29,0 ml 6 N roztok kyseliny chlorovodikové
1,2 litru metanolu

Voda k doplnén{ celkového objemu na 2 litry. Hodnota pH Je 7,3 p¥i 25 °c.

40 g méniZe sniontd QAE-Sephedex A-25 se nechd nabobtnat v pufru a nejjemn&j¥{ Zdsti-
ce se odstranf dekentaci. Materidlu se pou¥ije k naplndni kolony o priméru 2,5 cm a vydce
25 cm. Kolona se ekvilibruje pufrem. QAE-Sephadex A-25 Je dextran zesit¥ny epichlorhydri-
nem ¢ limitem penetrace asi 5 000 (miniméini molekulové hmotnost vyloudenych ldtek), Jen?
mé jako funk¥nf skupiny dietyl-{2-hydroxypropyl)-aminoetylskupiny, je v zrn¥né formé (pri-
mdr 40 a% 120 mikrond).

- 500 mg inzulfnu krystelovaného jednou z citrdtového pufru se rozpugt{ ve sm¥si 25 mg
dvojscdné soli kyseliny etyléndiamintetreoctové, 94 mg tris(hydroxymetyi)aminometanu,
10 ml 60% metanolu (obJj./obj.) & 0,073 m) 6§ N roztoku kyseliny chlorovodikové (koneind
hodnota pH 7,3). Nerozpustny maeteridl se odstranf odst¥eddnim a Iiry roziok se nanese na
kolonu. Vymyvéni se provéddi pufrem pil teplotd 25 % a rychlosti 30 ml/h, Jimaji se freakce
po 5 ml. Extinkce se mdf{ p¥i 276 nm e vynd&l proti ¥isldm frakci. Frakce odpovidajfci
‘stPedn{ hlavni &dsti inzulinového maxime (nejvét3i meximum), kterd elektroforézou na poly-
skrylemidovém gelu (tzv. DISC PAGE) vykdzala.esencidlnd jedinou komponentiu, se smist
e inzulfn se srdZi pfiddnim 100 ml vody & 2 ml ! N rozioku octenu zine¥natého ne 100 ml
spojenych frakei, SraZenine se izoluje znémym zplisobem odstreddnim a krystaluje ze améai
aceton-citrdtovy pufr, Vytéiek ¥i3t¥ného inzulfmu Jje 250 mg.

Priklad 3
Piipravi se pufr tohoto sloZeni:

0,06 M tris(hydroxymetyl)aminometsnu
0,02 M roztok kyseliny chlorovodikové
0,075 M roztok chloridu sodného

60 % etanol (obJ./obj.)

Hodnota pH je 8,3 p¥i 25 °C.

80 g ménide sniontu uvedeného v pF{kledu 2 se nechéd nabobtnat v pufru a nejjennd jad
&4stice se odstrani dekantacf. Materidl se pouZije k neplndn{ kolony o primdru 2,5 cm a
vysce 50 cm., Kolona se ekvilibruje pufrem.

2,5 g inzulinu krystsloveného Jjednou z eitrétového pufru se rozpusti pFi teplotd 0 °¢
ve smdsi 450 mg tris(hydroxymetyl)aminometenu, 100 mg ¥tyPsodné soli kyseliny etyléndiamin-
tetraoctové, 25 ml pufru, 25 ml 60% etanvlu (obj./obj.) & 0,08 ml 4 N roztoku kyseliny
chlorovodikové (kone&nd hodnota pH p¥i 25 °C je 8,4). Nerozpustny materidl se odstreni
odstied&nim pii iteploté 2 a% 4 o g giry filtrit se nenese na kolonu. Vymyvéni ge provédl

. pufrem pfi teplotd 4 °C & rychlosii 26 ml/éy Jimajl se fralkce po 20 ml.

©

-
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Extinkece se m3P{ pFi 276 am a vyndsL proti &{sidm frakci. Frakce odpovidajici st¥ed=
nl hlavnfl &sti inzulfnového mexima (nejvitif meximum), kterd elektroforézou na polyekryl-
amidovém gelu (tzv. DISC FAGE) vykézala esencidlnd jedinou komponentu, se smfs{ a inzulin
se eraif pfiddnim stejndho objemu 0,02 M roztoku octenu zine¥natého, 0,03 N roztoku kyse-
liny chlorovodikové. Sra¥enina se izoluje odstiedinfu a kryétaluje ze smési ecetoncitrd-
iovy pufr znémym zplsobem. : -

Vitdlek Zilt#ného inzulinu je 1,3 g.

Pr{fklaa 4

Pripravi se pufr ndsledujfefho sloZend:

.fg 14,9 g hydrochloridu histidinu
* 38,7 ml 1 N roztoku hydroxidu sodného
16,1 g chloridu sodného
3,12 1itrd 96% etanolu (obj./obj.)

Voda k doplnéni celkového objemu 5 litri. Hodnota pH p¥i teplots 25 °C Je 6,5,

35 g mdnife aniontd uvedeného v prfkledu 2 se nechd nabobtnat v pufru a nejjemmsjs{
tdstice se odstrani dekentecf. Materidlu se poufije k neplnéni kolony primdru 2,5 em a
vy3ky 25 cm. Kolona ge ekvilibruje pufrem.

500 mg inzulinu jednou krystalovemého z citrdtovéns pufru se rozpustf ve smdsi 20 mg
dvojsodné soli kyseliny etyléndiamintetrsoctové, 6,5 ul pufru a 6 ml 60% etanolu {obj. na
objem), pPi¥em% hodnota pH se nastavi na 6,8 priddnim 1 N roztoku hydroxidu sodného. Ne-
roipustng nateridl se odstrani odstied¥nim e 2iry roztok se nenese na kolonu, Vymyvéni
se provéddi pufrem pri teplotd 27 “C a rychleosti 30 ml/ha Jinaji se frakce po 5 ml.

Extinkce se m¥#f pFi 276 nm a vynssi proti Gisldm frekef, Frakte odpovidajict stPednf
hlaval 24sti inzulinového maxime (nejvatsi maxinam}, kterd elektroforézou na polyakryi-
smidovém gelu (tzv, DISC PAGE) vykdzala esencidlnd Jedinou komponentu, se aswisi a iazuilin
se srdZi priddnim stejndho objemu 0,02 M roztoku cctanu zinelinsatéhe. SraZenina re izoluje
odstfaddnim a krystaluje ze smési aceton-citrétovy pufr zndmym zpliscbem. Vitdlek XiZtdnsho
;'m',r.u‘l.fmi Je 210 ng. .

PP L kiac 5
Pripravi se pufr tohoto slofend:

1,25 kg trisihydroxymetyl)eminometany
725 ml 12,3 N rozioku kyseliny chlorovodfkovd
62,4 litrd 96% etsnolu {obj./obj.)

Voda k dopln¥ni celkovéhu objemu na 100 1itri. Hodnots PH p#1 teploid 25 °C Je 7,3.

1,3 kg w¥nide eniontd uvedensho v p¥ikladu 2 se nechd nabobtnat W pufru a nejjemnsdjs(
‘datice se odstrent deksntacf, Materifl se poufije k naplndni kolony primdru 15 cm = vigky
25 em. Kolona se ekvilibruje pufrem,

18 g prekrystalovensho vep¥ového nebo hovéziho imeulfnu, obsapujfeibo 0,4 % zinku,
ie rozpusti ve smdsi 0,72 g dvejsodné soli kyaeliny etyléndiemintetrumctové, 10,2 g tris-
‘hydroxymetyl)aminometanu a 720 ml 60% etanolu (obje/0bJs ) Nerozpustny materigl se od-
itranl odstfeddnim, X ¥irému roztoku se ptidd 10,7 mil 6 K rozhoku kyseliny chlcrovodikovd
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a roztok se nanese ne kolonu, Vymyvﬁni se provédi pufrem pfi teploté 25 °C a rychlostt
1,2 1itr/h. Jimaj{ se frekce po 0,5 litru.

Extinkce se méf{ pii 276 nm (E276) a vynéseji proti»éislﬁm frakci, Frakqe odpovidaji-
ci st¥ednf hlavni ¥dsti inzulfnového maxime (nejv¥t3{ meximum), kterd elektroforézou na
polyekrylemidovém gelu (tzv. DISC PAGE) vykdzala esencifilnd jedinou komponentu, se spoji.
Inzulin se sréi{ ze spojenych frakci priddnim stejného objemu 0,02 M roztoku octanu zined-
natého. SraZenina se izoluje odstfed¥nim a krystaluje ze sm¥si aceton-citrdtovy pufr zné-
mym zplisobem.

Ziské se 8,2 g &iBt&ného inzulinu. Inzulin se pFekrystaluje z pufru nésledujfciho
sloZeni: .

2,0 inzulinu )

0,8 % 7n** (ve form& chloridu) vztafeno na hmotnost inzulfnmu
0,1 M _roztok octenu sodného |

7,0 % chloridu sodného

Kyselina chlorovodikové do hodnoty pH 5,45 a% 5,55.

Inzulin se rozbusti ve vodé obsahujfcf kyselinu chlorovodikovou a chlorid zinelnaty,
nateZ se pridd roztok obsahujfci p#fsluXné mnoZstvi octsnu sodného a chloridu sodného. .
Krystalizace se provdd{ za mechenického michén{ p¥i teplotd mistnosti. Krystalizace je
skon&ena b&hem jednoho nebo dvou dnl. Inzulin se izoluje filtraci, promyje vodou a sudfi
ve vakuu., Vyt&Zek je 8,0 g.

815t&ného inzulinu lze.pouZivat pro pfipravu viech druhd farmacéutickych inzulinovych
p¥ipravki pro klinické pouZiti.

PREDMET VYINALEZU

1. Zpisob ¥i5t¥ni komer&ntho nebo surového inzulinu pro jeho zbaveni pankrestickych -
bflkovin o molekulové hmotnosti vy33f neZ je molekulovd hmotnost inzulinu, totiZ nad 6 000,
i antigennich inzulfnu podobnych nedistot o p#ibliZnd téZe molekulové hmotnosti Jjeko mé
inzulin, eplikacf k &i3t&n{ ur¥eného inzulinu na sloupec ménile aniontd vyznafujici se tim,
%e jako vodného roztoku inzulinu, ktery mé byt &i¥tén, se pouZivé roztoku o hodnotd pH
v rozsshu 6 a% 10, ze sloupce se frekce vymyveJi alifatiékym C‘-C3-alkanolem misitelnym
s vodou, ktery obsshuje vodu v mnoZstvi 20 a% 70 % obj. a ktery mé hodnotu pH v rozsshu
6 8% 10, jimd se nebo jimeJji se frakce eludtu vykezujfci p¥i anelyze pomocf elektroforézy
na polyekrylamidovém gelu (DISC PAGE) esencidln& jedinou sloZku, a inzulin tskto vy¥istény
se izoluje ze zjimené frakce nebo ze zjimenych frekcf. .

2, Zpdisob podle bodu 1, vyznalujfcl se tfm, %e se jako elunetu pou¥fvd s vodou misi-
telného C,-C;-slkenolu obsshujictho 30 a% 50 % objemovjch vody.

3. Zpisob podle bodu ! nebo 2, vyzneafujici se tim, ¥e se pouZivd elunetu 0 hodnot&
pH 6,5 a% 8,5.

4. Zpisob podle bodu 1, vyzna¥ujfcf se tim, Ze jeko m3niZe eniontd se pouZivd silnd
bdzického méni¥e eniontid.
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